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RESUMO

A cebola (Allium cepa L.), hortalica de importante valor econdmico para o Brasil e para o mundo, além
de ser um importante modelo biolégico para andlises ecotoxicoldgicas. Seu cultivo frequentemente
envolve a utilizacdo de herbicidas para combater as diversas plantas daninhas que podem se desenvolver e
estabelecer uma competi¢do no solo prejudicando o desenvolvimento dessa cultura. A utilizacdo de
defensivos requer conhecimento acerca de seu modo de ag¢do a fim de evitar o uso intensivo e
indiscriminado. Além disso, outra preocupagio € o destino desses produtos, que podem interagir com o
material genético dos organismos ndo alvo. O octanoato de ioxinila, pertencente ao grupo das
benzonitrilas, esta entre as substancias comumente utilizadas como herbicida na cultura da cebola. Nesse
contexto, este trabalho objetivou compreender a acdo do octanoato de ioxinila, abordando aspectos
citogenéticos utilizando como sistema teste Allium cepa. Foram utilizadas 5 diferentes concentra¢des
(0,15;0,31; 0,62; 1,25 ¢ 2,5pL.mL'l) do herbicida, 4gua como controle negativo e metil metano sulfonato
(MMS) 10ppm como controle positivo. Sementes de Allium cepacv. Baia Periforme foram utilizadas para
os ensaios de citogenotoxidade, determinada pela verificacdo da presengca de anormalidades no ciclo
celular e alteragdes do complemento cromossdomico. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e
as médias comparadas por meio do teste Scott-Knott & 5% de significincia utilizando software Sisvar
versdo 5.6. A andlise dos dados revelou que o herbicida provoca redugdo do indice mitético e aumento na
frequéncia de anormalidades cromossdmicas, demonstrando, assim, seu potencial citogenotdxico.
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INTRODUCAO

Allium cepa L., a cebola, € uma hortalica de elevada importancia econdmica para o
Brasil sendo frequentemente cultivada nas regides sul e sudeste (DE RESENDE;
COSTA, 2007). Por apresentar desenvolvimento lento, a cebola € bastante susceptivel

ao desenvolvimento de diversas plantas daninhas. Por esse motivo, e pela dificuldade



em se fazer um controle mecanico de tais pragas, o uso de diferentes herbicidas se
tornou frequente em culturas de cebola (RESENDE; COSTA, 2007b).Os herbicidas sdo
compostos bioativos com capacidade de impedir o desenvolvimento vegetal por provocar
diferentes efeitos nas plantas. Podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de agdo, a
classe quimica da substancia ativa, forma de aplicagdo e sua seletividade (MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008; OLIVEIRA JUNIOR, 2011).

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — EMBRAPA, recomenda vérios
herbicidas para utilizagdo em cultura da cebola no Brasil, muitos dos quais seu principio
ativo € o octanotato de ioxinila (CAVALIERI, 2011).

De acordo com Marchi, Marchi e Guimardes (2008), € extremamente importante
conhecer a forma de atuacdo de um herbicida a fim de evitar o uso de herbicidas
similares em uma mesma cultura e a fim de evitar o uso exagerado do defensivo, uma
vez que esse quadro pode levar a selecdo plantas resistentes. Dessa forma, torna-se
bastante interessante investigar o modo de acdo de diferentes herbicidas de forma a
prover informagdes acerca dos efeitos que os mesmos podem gerar nas plantas alvos e
na planta de interesse na cultura.

Bioensaios vegetais sdo utilizados em investigagdes de toxicidade de diversas
substancias ambientais e sintéticas, podendo fornecer informacdes sobre alteracoes
cromossomicas estruturais e numéricas (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Testes de
citogenotoxidade sdo realizados para determinar altera¢cdes em diferentes etapas do ciclo
celular, no contetido cromossdmico e no DNA (LIMAN; CIGERCI; OZTURK, 2015).
Allium cepa é um dos sistemas teste mais recomendados para realizacdo de tais
avaliacdes por possuir caracteristicas como facil manuseio, raizes com bons parametros
morfolégicos (AMARAL et al., 2007), caracteristicas citogenéticas estdveis e bem
definidas (CHANDRA et al., 2005), alta sensibilidade e baixo custo de utilizacdo
(LEME; MARIN-MORALES, 2009).Nesse cendrio, torna-se importante investigar o
efeito de herbicidas utilizados para o combate a plantas daninhas em cultivo de cebola,
utilizando a prépria Allium cepa a fim de verificar os efeitos do herbicida neste

organismo, averiguando, assim, sua seletividade, e citogenotoxicidade.

METODOLOGIA
Determinacido das concentracoes: O octanoato de ioxinila foi obtido a partir de um
herbicida comercial. De acordo com a bula aprovada pelo Ministério da Agricultura,

Pecudria e Abastecimento (BRASIL, [S.d.]), o fabricante recomenda, para a cultura de



cebola, a aplicacdo de 1L.ha” do produto comercial sendo que esse volume deve ser
diluido em 4gua (de 200 a 400L de volume de calda). Foram estabelecidas as
concentracdes utilizadas no presente trabalho: 0,15; 0,31; 0,62; 1,25 e 2,5pL.mL'1
sendo, essa ultima, o equivalente a concentragdao de 400L de volume de calda.

Indice mitético e anormalidades cromossémicas: Para determinacdo do indice
mitético e da frequéncia de anormalidades cromossdmicas sementes de Allium cepa cv.
Baia periforme foram colocadas em placas de Petri, forradas com duas folhas de papel
filtro Whiltmann n°2, contendo 3mL das solu¢des com herbicida nas concentracdes
previamente estabelecidas (0,15; 0,31; 0,62; 1,25 e 2,5pL.mL'1), sendo dgua destilada
usada como controle negativo e MMA (metil metano sulfonato 10ppm) como controle
positivo. Os tratamentos foram mantidas em camara tipo BOD, a 25°C, com fotoperiodo
de 12he as coletas de pontas de raizes realizadas apds 72 e 96 horas de exposicao.

O material coletado foi armazenado em Carnoy, mantido a -18°C + 1°C. As laminas
foram confeccionadas pelo método de esmagamento descrito por Rodrigues e
colaboradores (2013). Para determinagdo do indice mitético (IM) foram analisadas 6000
células por tratamento, sendo o cdlculo realizado por meio da expressdo: IM = (NCM /
NTC) * 100, onde NCM ¢é o nimero de células em mitose e NTC o nimero total de
células analisadas.

Os critérios para aceitar a presenca de alteracdes cromossdmicas foram considerados de
acordo com os padrdes estabelecidos por Leme e Marin Morales (2009) cujo trabalho
relata que as anormalidades cromossOmicas sdo caracterizadas por alteragdes na
estrutura ou no ndmero de cromossomos € podem ser visualizadas tanto na intérfase
quanto na mitose.

Dentre as anormalidades cromossomicas buscou-se verificar a presenca de
microntcleos, cromossomos perdidos, stickiness, C-metafase, ponte em andfase, ponte
em tel6fase, cromossomo atrasado em anafase, cromossomo atrasado em tel6fase e
nucleo lobulado.A frequéncia das anormalidades cromossOmicas foi calculada com base

no total de células avaliadas por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Indice mitético:As sementes expostas aos tratamentos apresentados anteriormente
foram analisadas ap6s 72 e 96h de exposicdo. Os resultados obtidos estdo apresentados

na tabela:



Tabela 1: Indice mitético (IM) de sementes de Allium cepa verificado apés 72
e 96h de exposicdo aos controles e tratamentos.

Tratamento IM (%) IM (%)
(uL.mL™) 72h 96h
Controle negativo 12+0,17 aA 5,86 + 0,06 aB
0,15 4,32 £0,05 cA 427 +0,13 bA
0,31 2,46 £0,10 cB 5,85 +0,07 aA
0,62 7,07 £ 0,02 bA 3,75+0,14 bB
1,25 7,07+0,04  bA 5,85+ 0,04 aB
2,5 428 £0,12 cA 4,05 £0,09 bA
Controle positivo 3,4 +0,04 cA 2,4 +0,05 cA

Letras minudsculas devem ser comparadas entre os dados da mesma coluna.
Letras maidsculas devem ser comparadas entre os dados da mesma linha.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p>0,05).

Anormalidades cromossomicas: As anormalidades cromossdmicas avaliadas foram:
cromossomo perdido, cromossomo atrasado, c-metafase, ponte em anafase, ponte em
telofase, stickiness, nucleo lobulado e microntcleo.A frequéncia de anormalidades
cromossOmicas encontradas em cada tratamento apds 72 e 96 horas de exposicao estido

disposta na tabela:

Tabela 2: Frequéncia de anormalidades cromossomicas observadas em células meristemdticas de
Alliumcepa apés 72 e 96h de exposi¢do aos tratamentos e controles.

Tratamento Frequéncia de Frequéncia de
Anormalidades (%) — 72h Anormalidades (%) — 96h
Controle Negativo 0,42 + 0,01 cA 0,34 + 0,01 dA
0,15 1,32 £ 0,27 bA 0,92 +0,04 bB
0,31 1,07 £0,18 bA 1,32 £ 0,01 aA
0,62 1,72 £ 0,04 aA 0,92 +0,04 bB
1,25 0,75 £ 0,05 cA 0,65 +£0,08 cA
2,5 1,25 £0,05 bA 1,15+ 0,08 aA
Controle Positivo 0,6+0,11 cB 1,52 +0,04 aA

Letras mindsculas devem ser comparadas entre os dados da mesma coluna. Letras maidsculas devem
ser comparadas entre os dados da mesma linha. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott (p>0,05).

Observa-se que em todos os tratamentos, a anormalidade encontrada com maior
frequéncia foi o micronicleo e que a frequéncia de microndcleos em todos os
tratamentos e controle positivo foi superior aquela encontrada no
controlenegativo. De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), o microntcleo € a
principal anormalidade cromossomica indicadora de citogenotoxicidade o que torna
esse parametro importante para a avaliacdo de contaminantes. A frequénciae a
distribuicao das anormalidades verificadas apds os intervalos observados podem
indicar que o octanoato de ioxinila apresenta citogenotoxicidadepara células

meristematicas de cebola.



Figura 1: Anormalidades cromossdmicas encontradas em células meristematicas de Allium cepa expostas
ao herbicida. Em a: microntcleo; b: ponte em andfase; c: ponte em tel6fase; d: cromossomo perdido; e:
cromossomo atrasado em andfase; f: cromossomo atrasado em teléfase; g: nicleo lobulado; h: stickiness;
i: c-metdfase. Barra: 10pm.

CONCLUSAO
A reducdo do indice mitético observada apds 72h de exposicdo aos tratamentos com o
herbicida juntamente aos resultados do indice de anormalidades cromossOmicas

mostram que o octanoato de ioxinilafoi citogenotdxico para o biotesteAllium cepa.
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